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© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer ProbefiOssigkert durch Bindung 
des Analyten an einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , der auf einem in der Probeflus- 
sigkeit befindlichen, teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, welches dadurch gekennzeichnet ist, dad 
die Probeflussigkeit weiterhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 enthalt, 
der mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten besitzt Bn weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein 
Reagenz zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines bindefShigen Analyten in einer 
. ProbeflUssigkeit durch Bindung an einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor, der auf einem 
in der ProbeflDssigkeit befindlichen teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist und ein neues Rea- 
genz zur DurchfUhrung eines derartigen Verfahrens. 
5 Immunologische Prazipitationsverfahren, bei denen ein zu bestimmender Analyt mit einem gegen den 
Analyten gerichteten Bindepartner (z.B. Antikorper) vermischt wird, sind seit langem bekannt Die durch die 
immunologische Reaktion hervorgerufene Agglutinierung fOhrt zu Teilchenaggregaten, die sich im Streu- 
lichtverhalten von den Ausgangssubstanzen unterscheiden, wodurch eine Bestimmung der Analytenkonzen- 
tration ermoglicht wird. 

10 Zur quantitativen Bestimmung des Analyten wird die Lichtstreuung an den Teilchenaggregaten sowdhl 
uber die Messung der Streulichtintensttat (Nephelometrie) als auch Gber die Messung des Intensitatsverlu- 
stes von durch das Medium tretendem Licht (Turbidimetrie) genutzt. Die Konzentration des Analyten kann 
unter Verwendung einer Standardkurve quantifiziert werden. 

Ein grundsatzliches Problem von quantitativen immunologischen Prazipitationsverfahren ergibt sich aus 

75 der Form der Reaktionskurve, die ein Maximum bei gleichen Konzentrationen von Analyt und Bindepartner 
aufweist und bei weiterer Zugabe eines Reaktionspartners wieder abnimmt (Heidelberger Kurve). Dieser 
Effekt fUhrt dazu, daB einem MeBsignal zwei unterschiedliche Analytenkonzentrationen zugeordnet werden 
konnen, was wiederum zu einer fehlerhaften Bestimmung des Analyten fuhren kann. Dieser Effekt wird als 
"Hook-EffekT be2eichnet. Bei vielen Analyten, insbesondere bei Proteinen, iiegt die in der ProbeflDssigkeit 

20 vorkommende Konzentration oft weit jenseits des Maximums der Heidelberger Kurve, so daB eine fehlerhaf- 
te Bestimmung aufgrund des Hook-Effekts haufig auftreten kann. Zur Vermeidung dieses Fehlers ist es 
erforderlich, daB bei der Bestimmung festgestellt wird, ob das MeBsignal sich im aufsteigenden oder 
absteigenden Ast der Heidelberger Kurve befindet 

Von Schulze und Schwick (Prot.Biof.Fluids 5 (1958), 15-25) wird eine Methode beschrieben. die eine 

25 Doppelbestimmung mit zwei verschiedenen ProbenverdGnnungen vorsieht, so dafi im Falle eines Analyten- 
uberschusses bei der starker verdunnten Probe ein hoheres MeBsignal als bei der konzentrierteren Probe 
gemessen wird. 

Tiffany et al. (Clin.Chem. 20 (1974), 1055-1061) beschreiben einen weiteren Zusatz von Antikorpern zur 
ProbeflUssigkeit. Bei Vorliegen eines AntigenOberschusses trrtt eine Signalerhohung ein. Auch durch einen 

30 weiteren Zusatz von Antigenmaterial bekannter Konzentration laBt sich ein AntigenuberschuB erkennen 
(Sternberg, Clin.Chem. 23 (1977), 1456-1464). 

Weiterhin sind rnehrefe Verfahren beschrieben (z.B. DE-A-27 24 722, EP-B-0 148 463), bei denen der 
Hook-Effekt durch eine aufwendige, rechnergesteuerte Auswertung erkannt werden soil. Es wird versucht, 
durch Bestimmung der Reaktionsdauer bis zum Auftreten der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit bei 

35 nephelometrischen Messungen zwischen Antigen- und AntikorperUberschuB zu diskriminieren. 

Die oben genannten Verfahren besitzen den Nachteil, daB entweder eine kompliziertere Durchfuhrung 
der Messung oder eine kompliziertere Auswertung der Messung notwendig ist. Eine bessere Moglichkeit, 
Fehlinterpretationen bei immunologischen Prazipitationsverfahren des oben genannten Typs zu vermeiden, 
wurde darin bestehen, die Gestalt der Heidelberger Kurve soweit zu verandern, daB das Auftreten des 

40 Hook-Effekts ganz vermieden oder in einen Konzentrationsbereich des Analyten verschoben wird, der unter 
physiologischen Bedingungen nicht mehr auftritt. 

In US-A-4,595,661 werden Sandwich- und nephelometrische Immuntests beschrieben, die zur Verringe- 
rung des Hook-Effekts neben den normalerweise in einem Immuntest vorhandenen hochspezifischen 
Antikorpern zusatzlich mindestens einen weiteren Antikorper enthalten, der eine geringe Affinitat fur den 

45 Analyten besitzt. Der Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, daB fur jeden nachzuweisenden Analyten 
zwei spezifische Antikorper mit deutlich unterschiedlichen Affinitaten fur den Analyten hergestellt werden 
mussen. 

Ein weiteres Verfahren zur Verringerung des Hook-Effekts ist in US-A-4,743,542 beschrieben. Dabei 
wird ein Sandwich-Test in Gegenwart von markierten und unmarkierten Ligandenbindepartnern (AntikSrpern) 

so durchgefUhrt, wobei durch Kompetition der unmarkierten Ligandenbindepartner mit den markierten Ligan- 
denbindepartnern ein AnalytenOberschuB in der Probelosung vermieden wird. Der Nachteil dieses Verfah- 
rens besteht darin, daB die Empfindlichkeit des Tests erheblich verringert wird. 

In EP-A-0 483 512 wird offenbart, daB die Zugabe von nichtionischen Polymeren zur Testlosung zu 
einer Verringerung des Hook-Effekts fuhren kann. 

55 Zur Erhohung der SignalstSrke bei nephelometrischen oder turbid imetrischen Immuntests ist es 
weiterhin bekannt, ein teilchenfdrmiges Tragermaterial (z.B. Latexteilchen oder Goldsole) zu verwenden, die 
mit einem gegen den zu bestimmenden Analyten gerichteten Bindepartner beschichtet sind. Eine Vermi- 
schung der beschichteten Teilchen mit der den Analyten enthaltenden Probe fOhrt bedingt durch das 
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Auftreten von Teilchenaggregaten zu einer quantifizierbaren Anderung des nephelometrischen Oder turbidi- 
metrischen Verhaltens der ProbeflOssigkeit. Ein derartiger Teilchen-verstarkter Test ist erheblich empfindli- 
cher als ein unverstarkter Test, da weniger AgglutinierungsvorgSnge zur Erzeugung eines meBbaren Signals 
notwendig sind. Auch bei derartigen Teilchen-verstarkten Immuntests besteht jedoch das Problem des 
5 Hook-Effekts. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, ein einfaches immunologisches Prazipita- 
tionsverfahren zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer ProbeflOssigkeit berettzustellen, bei 
dem der Hook-Effekt als Storung vermieden und/oder verhindert werden kann. 

Die erfindungsgemafie Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 
w ProbeflOssigkeit durch Bindung des Analyten an einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor 
Ri , der auf einem in der ProbeflOssigkeit befindlichen teilchenfdrmigen Tragermaterial immobilisiert ist, 
gelost, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daB die ProbeflOssigkeit weiterhin einen loslichen, 
mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 enthSIt, der mindestens zwei Bindungsstellen fur 
den Analyten besitzt. 

75 Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren enthalt die ProbeflOssigkeit einen mit dem Analyten spezifisch 
bindefahigen Rezeptor Ri, der auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist. Im allgemeinen 
besteht der immobilisierte Rezeptor Ri aus mindestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und R 1b , die 
mit unterschiedlichen Determinanten (Epitopen) auf dem Analyten spezifisch bindef a hi g sind. Die DurchfQh- 
rung des Verfahrens kann bei einer derartigen Verwendung von zwei unterschiedlichen Rezeptoren R la und 

20 Rib mit einem Gemisch zweier unterschiediicher Trager, wobei auf dem ersten Trager der Rezeptor R 1e 
immobilisiert ist und auf dem zweiten Trager der Rezeptor R 1b immobilisiert ist, oder mit einem einzigen 
Trager, auf dem ein Gemisch der Rezeptoren R 1a und Ri b immobilisiert ist, erfolgen. An dieser Stelle ist 
jedoch anzumerken, daB die Verwendung von zwei (oder mehreren) unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und 
R 1b nicht erforderiich ist, wenn der zu bestimmende Analyt mehrere immunologisch identische Epitope an 

25 seiner Oberfiache besitzt, da in diesem Fall auch durch einen einzigen Rezeptor Ri das Auftreten einer 
Agglutinierung ermoglicht wird. 

Ein bevorzugtes Beispiel fur einen immobilisierten Rezeptor Ri ist das Fab-Fragment eines gegen den 
zu bestimmenden Analyten gerichteten Antikorpers. Weitere Beispiele fur immobilisierte Rezeptoren Ri 
sind monoklonale Antikorper, F(ab')2- und F(ab)2-Fragmente von Antikorpern, monospezifische polyklonale 

30 Antikorper oder auch Antigene oder anti-ldiotyp-Antikorper (wenn der zu bestimmende Analyt ein Antikor- 
per ist) oder andere Rezeptoren, die zu einer hochafflnen spezifischeh Bindung mit einem Analyten in der 
Lage sind (z.B. Streptavidin, Lectine, Protein A etc.). Besonders bevorzugt ist der immobilisierte Rezeptor 
Ri ein Gemisch aus mindestens zwei monoklonalen Antikorpern, monospezifischen polyklonalen Antikor- 
pern oder Fragmenten derartiger Antikorper. 

35 Die Erzeugung von Antikorpern, die gegen unterschiedliche Epitope auf dem gleichen Antigen gerichtet 
sind, ist in der Literatur ausfOhrlich beschrieben, siehe z.B. Kofler et al., Am.J.Reprod.lmmunol. 2 (1982), 
212-216; Ehrlich et al., Am.J. Reprod. Immunol. 8 (1985), 48-54; Norman et al., J.CIin.Endocrinol. and Metab. 
61 (1985), 1031-1038 und Norman et al., Clin.Chem. (1987), 1147-1151. Allgemein kann man derartige, 
gegen unterschiedliche Determinanten gerichtete Antikorper durch selektive Immunisierung von Versuch- 

4o stieren mit spezifischen Antigenfragmenten (z.B. Oligopeptide^ und anschlieBende Gewinnung der Antikor- 
per aus den Versuchstieren auf bekannte Weise erhalten. 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich gegenOber bekannten Verfahren dadurch aus, daB die Probe- 
flOssigkeit weiterhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R2 enthalt, der 
mindestens zwei Bindungsstellen fOr den Analyten besitzt, d.h. der Rezeptor R2 ist frei in Losung und nicht 

45 auf den Teilchen des Tragermaterials immobilisiert. Durch Verwendung dieses zusatzlichen Rezeptors R2 
wird eine Verringerung und/oder vollstandige Vermeidung des Hook-Effekts bei einem immunologischen 
Prazipitationsverfahren ermoglicht. Dabei ist es erfindungswesentlich, daB der Rezeptor R2 mindestens zwei 
Bindungsstellen fOr den Analyten besitzt. Bevorzugte Beispiele fur den Rezeptor R2 sind monoklonale 
Antikorper, monospezifische polyklonale Antikorper oder Antikorperfragmente mit zwei Bindungsstellen fOr 

50 den Analyten (z.B. F(ab) 2 , F(ab*)2, aber nicht Fab). 

In den Rguren 1 und 2 der beiliegenden Zeichnungen ist der Unterschied zwischen einem immunologi- 
schen Prazipitationsverfahren mit immobilisierten Rezeptoren R 1a und Ri b gemSB dem Stand der Technik 
(Figur 1) und dem immunologischen Prazipitationsverfahren in Gegenwart eines zusatzlichen loslichen 
Rezeptors R 2 gemaB vorliegender Erfindung (Figur 2) gezeigt Figur 1 zeigt die drei Phasen der Heidelber- 

55 ger Kurve, wobei Figur 1A einen UberschuB des Tragermaterials T 8 , T b mit darauf immobilisierten 
Rezeptoren R 1a , Rib gegenOber dem Analyten A, Figur 1B den Aquivalenzpunkt bei einer gleichen molaren 
Konzentration des teilchenformigen Tragermaterials T a , T b und des Analyten A und Figur 1C einen 
UberschuB des Analyten A zeigt. Das in Figur 1 gezeigte Verfahren gemaB dem Stand der Technik wird mit 
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zwei unterschiedlichen immobilisierten Rezeptoren R 1a und Ri b durchgefGhrt, die jeweils auf unterschiedli- 
chen Teilchen T a und T b des TrSgermaterials immobilisiert sind. Die Rezeptoren R 1a und R 1b erkennen 
unterschiedliche Epitope auf dem Analyten A. Aus Figur 1A geht hervor, daB bei einem groBen UberschuB 
der Tragerteilchen T a und T b mit den immobilisierten Rezeptoren R 1a und R 1b bezOglich des Analyten A ein 
5 Tragerteilchen nur maximal ein Molekul des Analyten bindet, so dafi in der Probeflussigkeit nur eine 
geringe Aggregatbildung (und somit nur ein geringes MeBsignal) auftritt. Bei steigender Analytenkonzentra- 
tion nimmt diese Aggregation zu, bis die in Figur 1B gezeigte Aquivalenz zwischen Tragerteilchen T a , T b 
und Analytenmolekulen A erreicht ist. An diesem Aquivalenzpunkt, dem Maximum der Heidelberger Kurve, 
ist die Aggregation der Teilchen in der Probeflussigkeit (und damit auch das MeBsignal) am hochsten. Bei 

w einer weiteren Zunahme der Analytenkonzentration findet man aufgrund der zunehmenden Sattigung aller 
immobilisierten Rezeptorbindestellen eine Abnahme der Aggregation (Figur 1 C) und damit eine Abnahme 
des MeBsignals (Hook-Effekt). 

Figur 2 stellt eine AusfUhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens dar. Dabei ist neben den 
Tragerteilchen T a , T b mit den immobilisierten Rezeptoren R la , R 1b und dem Analyten A in der Probeflussig- 

75 keit zusatzlich ein loslicher Rezeptor R2 mit zwei Bindungsstellen fOr den Analyten vorhanden. Aus Figur 
2A geht hervor, daB bei einem OberschuB der Tragerteilchen gegenuber dem Analyten aufgrund der 
zusatzlichen Anwesenheit des loslichen Rezeptors R 2 bereits eine etwas starkere Aggregation als bei dem 
Verfahren gemafi dem Stand der Technik (Figur 1A) zu beobachten ist. Dies bedeutet eine hShere 
Empfindlichkeit des erfindungsgemafien Verfahrens im aufsteigenden Ast der Heidelberger Kurve. Am 

20 Aquivalenzpunkt, an dem das molare Verhaltnis von Tragerteilchen T a , T b zu Analytenmolekulen A gleich 
ist, kann die Anwesenheit des zusatzlichen loslichen Rezeptors R2 eine, die maximale Agglutinierung etwas 
erhohende Wirkung besitzen. Bei einem UberschuB des Analyten (Figur 2C), wenn immer mehr immobili- 
sierte Rezeptoren R 1a , R 1b an ein Analyten molekul binden, zeigt sich die Wirkung des Zusatzes von R2 am 
deutlichsten. Die Gegenwart des zusatzlichen loslichen Rezeptors ermoglicht eine zusatziiche Quervernet- 

25 zung der Tragerteilchen T a , T b wodurch die bei dem Verfahren des Standes der Technik (Figur 2C) 
beobachtete Abnahme der Agglutinierung vermieden oder/und verzogert wird. 

An dieser Stelle ist anzumerken, daB bei der in Figur 2 gezeigten und bevorzugten AusfGhrungsform 
der vorliegenden Erfindung der losliche Rezeptor Ra derart ausgewahlt ist, daB die Bindung von R 2 an den 
Analyten nicht mit der Bindung des immobilisierten Rezeptors R1 an den Analyten interferiert, d.h. der 

30 losliche Rezeptor Ffe erkennt ein anderes Epitop auf dem Analyten als die immobilisierten Rezeptoren R 1a , 
R 1b und die Bindung von Fb> an den Analyten besitzt keinen signifikanten Einflufi auf die Bindung von R la 
und R 1b an den Analyten. Bei dieser AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung erreicht man insbesonde- 
re eine etwas hohere Empfindlichkeit im aufsteigenden Ast der Heidelberger Kurve, eine Verschiebung des 
Maximums zu einer hoheren Analytenkonzentration und einen erheblich langsameren Abfall der Heidelber- 

35 ger Kurve bei einer weiteren Zunahme der Analytenkonzentration. Dies fUhrt wiederum zu einem starken 
ZurOckdrangen des Hook-Effekts, da die Analytenkonzentrationen, die jeweils gleiche Signale liefern, weil 
sie auf dem aufsteigenden Oder absteigenden Ast der Heidelberger Kurve liegen, aufgrund den geringeren 
Abnahme der Agglutinierung bei AnalytenGberschuB urn ein Vielfaches weiter voneinander entfernt sind. 
Die Konzentration des loslichen Rezeptors R2 in der Probeflussigkeit hangt naturlich von dem jeweils 

40 gewahlten Rezeptor, insbesondere von seiner AffinitSt zum Analyten ab. Es ist jedoch moglich, eine 
allgemeine Abschatzung fur die jeweils gdnstige Menge durchzufuhren. 

Bei dem in den Beispielen der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Verfahren zum Nachweis von 
Human-Choriongonadotropin (hCG) liegt der Aquivalenzpunkt des Tests bei etwa 10.000 mlU/ml hCG. An 
diesem Punkt ist anzunehmen, daB ein Tragerteilchen statistisch ein einziges hCG-Molekill bindet. Urn eine 

45 weitere Agglutinierung zu ermoglichen, sbllte der losliche Rezeptor R 2 besonders bevorzugt in einer 
Konzentration zugesetzt werden, die halb so groB wie die Konzentration von hCG in der Probeflussigkeit ist. 

Doch auch kleinere Konzentrationen bringen eine Verbesserung der Agglutinierung und es ist zu 
erwarten, daB diese vorteilhafte Wirkung bereits bei Konzentrationen des gelosten Rezeptors R2 in der 
Probeflussigkeit von mindestens 5 Mol-% der Konzentration des Analyten am Aquivalenzpunkt auftritt, 

so wobei der Aquivalenzpunkt durch eine gleiche molare Konzentration der Teilchen des Tragermaterials und 
der MolekGle des Analyten definiert ist. 

Vorzugsweise betrSgt die Konzentration des I5siichen Rezeptors R2 mindestens 20 Mol-% der Analy- 
tenkonzentration am Aquivalenzpunkt und besonders bevorzugt liegt die optimale Konzentration des 
loslichen Rezeptors R2 im Bereich von 50 % der Analytenkonzentration am Aquivalenzpunkt plus der 

55 zusatzlichen Konzentration an Analyten, die Uberhalb des Aquivalenzpunkts liegt. 

In Zusammenhang mit diesen Abschatzungen der optimalen Konzentration des I5slichen Rezeptors R2 
ist jedoch festzustellen, daB diese Konzentrationen sich in der Praxis stark andern konnen, so daB 
beispielsweise bei Verwendung eines loslichen Rezeptors R2 mit einer geringeren Affinitat fQr den Analyten 
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Oder fUr den Ober den immobilisierten Rezeptor Ri an das Tragermaterial gebundenen Analyten die 
optimale Konzentration von R 2 urn mehrere GrQBenordnungen hSher liegen kann. 

In einer zweiten Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung kann man den loslichen Rezeptor R2 
auch derarl auswahlen, daB die Bindung von R2 an den Analyten mit der Bindung des immobilisierten 

5 Rezeptors R1 an den Analyten interferiert, d.h. der Rezeptor R2 erkennt gleiche Epitope auf dem Analyten 
wie einer der immobilisierten Rezeptoren R1 oder/und die Bindung des loslichen Rezeptors R2 an den 
Analyten beeintrachtigt die Affinitat des Analyten zum immobilisierten Rezeptor R1. Ein Vorteil dieser 
Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung besteht darin, daB ein Auftreten des Hook-Effekts vollstandig 
vermieden werden kann, was allerdings auf Kosten der Empfindlichkeit des Tests geht. Diese AusfUhrungs- 

10 form kann aber trotzdem fUr spezielle Aufgaben gunstig sein, wenn es weniger auf die Empfindlichkeit des 
Tests als auf die Vermeidung moglicher Fehlinterpretationen der erhaltenen MeBwerte ankommt Diese 
Ausfuhrungsform dor voriiegenden Erfindung ist ebenfalls durch ein Beispiel dargestellt. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist es weiterhin bevorzugt, daB die ProbeflUssigkeit gemaB der 
Lehre von EP-B-0 483 512 ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem 

75 Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrroiidon mit einem Molekulargewicht von mindestens 
10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. Vorzugsweise Hegt 
dieses nichtionische Polymer in einer Konzentration von mindestens 1 Gew.-%, besonders bevorzugt von 2 
bis 6 Gew.-% in der ProbeflDssigkeit vor. Besonders bevorzugt ist auch die Verwendung eines Polyethyl- 
englykols mit einem Molekulargewicht von 6 kD bis 300 kD, am meisten bevorzugt von 40 kD als nicht- 

20 ionisches Polymer. 

Das teilchenformige Tragermaterial, auf dem der Rezeptor R1 immobilisiert ist, kann ein beliebiges 
teiichenformiges Tragermaterial sein, das in der Technik zur DurchfOhrung von Agglutinierungstests 
bekannt ist. Bevorzugte Beispiele des teilchenformigen Tragermaterials sind Latexpartikel, Metallsole (z.B. 
Goldsole, Silbersole oder Eisensole) und Liposomen. Besonders bevorzugte Tragermaterialien sind Latex- 
25 partikel und Goldsole. Die GroSe der Teilchen reicht vorzugsweise von 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 
von 50 bis 250 nm. 

Die Art der Beschichtung des teilchenformigen Tragermaterials mit dem Rezeptor Ri ist ebenfalls nicht 
kritisch fur die Durchfuhrbarkeit der voriiegenden Erfindung. Zu diesem Zweck konnen aile dem Fachmann 
auf dem Gebiet von Teilchen-verstarkten Immuntests bekannten Beschichtungsmethoden eingesetzt wer- 

30 den. Ein bevorzugtes Beispiel fur die Beschichtung des Tragermaterials mit dem Rezeptor Ri besteht in 
" , der Verwendung von Streptavidin-beschichteten Latexteilchen, die mit biotinylierten Antikorpern oder 
Antikorperfragmenten uberzogen werden. 

Unter einem Analyten gemaB vorliegender Erfindung sind Substanzen zu verstehen, die mindestens 
zwei Epitope, d.h. Bindungsstellen fur einen Rezeptor (Ri, R2) besitzen. Vorzugsweise ist der Analyt ein 

35 Protein. Der Analyt kann sich in einer Korperflussigkeit wie Plasma, Urin, Serum, Speichel oder dgl. oder in 
einer geeigneten Pufferlosung befinden. Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich besonders z.B. zur 
Bestimmung von Albumin im Urin, Apolipoprotein A1 und B im Serum oder Plasma, Immunglobulinen, 
Ferritin, Lp(a) oder a-1-Mikroglobulin. Ein besonders bevorzugtes Beispieil ist die Bestimmung von hCG im 
Serum. Beim Analyten kann es sich auch urn einen Antikorper handeln, wobei in diesem Fall als 

40 spezifischer Rezeptor das mit. dem Antikorper reagierende Antigen oder ein gegen den Antikorper 
gerichteter Anti-ldiotyp-Antikorper verwendet werden kann. 

Die Bestimmung der Analytenkonzentration beim erfindungsgemaBen Verfahren kann mit geeigneten 
Geraten sowohl nephelometrisch als auch turbidimetrisch durch Vergleich mit einer Standardkurve fur 
bekannte Analytenkonzentrationen erfolgen. 

45 Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ein Reagenz zur Durchfuhrung eines immunolo- 
gischen Prazipitationsverfahrens zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer Probeflussigkeit, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB es einen an den Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , 
der auf eine teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, und weiterhin einen mit dem Analyten 
spezifisch bindefahigen Rezeptor R2, der in der ProbeflGssigkeit loslich ist und mindestens zwei Bindungs- 

50 stellen fur den Analyten besitzt, enthalt. 

Vorzugsweise enthalt das erfindungsgemaBe Reagenz weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der 
Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrolidon mit 
einem Molekulargewicht von mindestens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von 
mindestens 6 kD. Das Tragermaterial des erfindungsgemaBen Reagenz ist vorzugsweise aus der Gruppe, 

55 bestehend aus Latexpartikel n, Metallsolen und Liposomen ausgewahlt, wobei Latexpartikel und Goldsole 
besonders bevorzugt sind. 

Weiterhin bevorzugt ist, daB das erfindungsgemaBe Reagenz mindestens zwei unterschiedliche immobi- 
lisierte Rezeptoren R 1a und R 1b enthalt, die an unterschiedliche Epitope auf. dem Analyten spezifisch 
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o or*™ r sin Gemisch aus mindestens zwei 

^^^^^^^^ °<« Fragmenten derarti " r Antik5r " 

Pef Oer .o.icne Rezeptor R. des •*«J2^^ , S rS^SSr^S 
vorliegenden Erfindung derart ausgewahlt se.n ( ^ aB d 'f ^S eriert . In ei ner anderen AusfUhrungsform 
Bindung des immobi.isierten ^^tl^^T^, S 9^ « die Bindungvon R, an 
der vorliegenden Erfindung w,rd der tosl.che ^zeptor R * a ^ interferiert . Die Auswahl 

derartigen Antikorpers. „ ewfii «, in Form eines Pulvers, einer Losung, Suspension 

SEdSS. S.S— n &.B. W* Po«or ^JaT«M.B«oh d* vomondung dec Kombln«k»> 

Eszeigen: ^H.iheraer Kurve bei einem ImmunprSzipitationstest mit einem an 

ton , „ . rins I6sli chen Antik5rperfragmentes Ftab'fc <hCGM auf den Hook- 

IgTbei einem immunprazipitationstest zum Nachwe,s von hCG. 
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Beispiel 1 


erreichen konnen 
Reagenzien 
(i) Latex: 


45 


(i) Latex: 

* /o a i a +ftv\ vArwendet. Die Latexteilchen 
naKen nooh Utthkttdng mit W«* «"£ ist dio Ho^iinng von Strep.o»,d.n- 


so (ii) Antikorper: 
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(U) AHtlKOrper. t'lrKmpr 

(hCGM ond <nCS>-2 m»den in FaB'-Fraomente Obrtlttl "^J^ wurtlw . Ke mnMung von 
F^lnB o-hoK.n cordon. d» » B«*J*W, M « 

"**«rrS; US A ESSL "ESS*-, « « — "• 
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Die monoklonalen Antikorper <hCGj>-3 und <hCG>-4 wurden als dritter Antik6rper in LSsung verwendet 
und wurden daher (urn mogliche StSrungen des Tests durch Anwesenheit der konstanten DomSne zu 
verhindern) in die Fab' 2 -Fragments uberfUhrt. Die monoklonalen Antikorper <hCG>-1, -3 und -4 waren gegen 
unterschiediiche Epitope auf der 0-Untereinheit von hCG gerichtet, und der monoklonale Antikorper <hCG>-2 
5 war gegen die a- und 0-Untereinheit von hCG gerichtet. 

(iii) Puffersysteme: 

a) SA-Laterpuffen SA-Latex wurde in 200 mmof/l Glycinpuffer, pH 7,5 mit 2 % Saccharose, 0,5 % 
10 Rinderserumalbumin und 0,1 % Natriumazid gelost. 

b) Reaktionspuffer: Der Reaktionspuffer war ein 50 mmol/l Phosphatpuffer, pH 7,5, der 75 mmol/l 
Natriumchlorid, 0,1 % Brij, 3 % Polyethylenglykol 40000 und 0,1 % Natriumazid enthielt. Die Verwen- 
dung von Polyethylenglykol als Reaktionsverstarkungsmittel ist besonders bevorzugt, da die Reaktion in 
seiner Abwesenheit schlechter verlauft. 

75 c) Standard: Die Standard losungen wurden durch Zugabe von hCG in bekannten Konzentrationen zu 
Human-Serum hergestellt. 

Testprozedur: 

20 Der Fab'-beschichtete Latex wurde durch Vermischen von SA-Latex mit den Fab'-Antikorperfragmenten 
<hCG>-1 und -2 im Latexpuffersystem erzeugt. Die Endkonzentration von SA-Latex im Puffer war 0,1 % 
(Gew.A/ol.) und die der Fab'-Fragmente 0,4 ug/ml. Die ^(ab^-Antikorperfragmente <hCG>-3 und <hCG>-4 
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen dem Reaktionspuffer zugesetzt. Das Experiment wurde auf 
einem automatischen Hitachi 717 Analysegerat bei 37° C durchgefuhrt. 20 ul Standard lo sung wurden in 

25 eine Kuvette pipettiert, wonach unmittelbar 330 ul des das losliche Antikdrperfragment <hCG>-3bzw. <hCG>- 
4 in unterschiedlichen Konzentrationen enthaltenden Reaktionspuffers folgten. Nach RUhren wurde das 
Gemisch 5 Minuten lang inkubiert, und dann wurden 50 ul Latexlosung zugesetzt. Das Gemisch wurde 
. erneut vermischt und fur 5 Minuten inkubiert. Der Reaktionsverlauf wurde durch Messung der Absorptions- 
anderung bei 340 nm verfolgt 

30 

Ergebnisse: 

Die Figuren 3 und 4 zeigen das Ergebnis des Experiments. Aus Figur 3 ist ersichtlich, daB der Zusatz 
des Fab'2-Fragments <hCG>-4 eine geringe Wirkung auf die Steigung der Kurve in der Anfangsphase 

35 besitzt, es wird jedoch eine erhebliche Verzogerung des Hook-Effekt beobachtet (siehe auch Tabelle 1). Der 
Zusatz des dritten Antikorpers hat in diesem Fall somit eine geringe Wirkung auf die Empfindlichkeit des 
Tests, fuhrt aber zu einer ganz erheblichen Verringerung des Hook-Effekts. Die beste Wirkung wird mit 
einer <hCG>-4 Konzentration zwischen 25 und 100 ug/ml ProbeflGssigkeit gefunden. 

Aus Figur 4 geht hervor, daB im Falle des Fab f 2 -Fragments <hCG>-3 der Zusatz des dritten Antikorpers 

40 wiederum zu einer Verringerung des Hook-Effekts fuhrt, in diesem Fall wird jedoch die Empfindlichkeit des 
Tests (d.h. die Anfangssteigung der Standardkurve) verringert (siehe auch Tabelle 2). Die Wirkung des 
<hCG>-3-Zusatzes tritt bereits ab einer Konzentration von 0,5 ug/ml ein. 

Das unterschiediiche Verhalten der FabVAntikorperfragmente <hCG>-3 und <hCG>-4, die gegen ver- 
schiedene Epitope auf der /9-Untereinheit von hCG gerichtet sind, ist vermutlich darauf zuruckzufGhren, daB 

45 das von <hCG>-3 erkannte Epitop nahe bei dem von <hCG>-1 Oder <hCG>-2 erkannten Epitop liegt, wodurch 
die Zugabe von <hCG>-3 mit der Bindung der anderen Antikorper an den Analyten interferiert, was zu einer 
Verringerung der Empfindlichkeit durch eine Hemmung der Bindung von <hCG>-1oder <hCG>-2 und somit 
der Latexagglutinierung fUhrt. 

In den Tabellen 1 und 2 ist der EinfluB der FabVAntikorperfragmente <hCG>-4 (Tabelle 1) und <hCG>-3 

so (Tabelle 2) auf die Steigung der Standardkurve und das mogliche Auftreten von falschen (zu geringen) 
Werten bei einer hCG-Bestimmung (d.h. der Beginn des Einflusses des Hook-Effekts auf den Test) zu 
erkennen. 


55 
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Konzentration von Fab' 2 <hCG>-4 (ug/ml) 


70 


15 


0 
0,8 
1,6 
3,13 
6,25 
12,5 
25,0 
50,0 
100,0 
200,0 


Konzentration von hCG, Uber der 
das Auftreten falscher, zu geringer 
Wert e mogVich isf (mlU/ml) 

25.833 
27.500 
31 .666 
35.416 
42.500 
48.584 
104.583 
> 150.000 
113.333 
47.500 


Steigerung der 
Standardkurve* (mE/mlU) 

0,116 
0,118 
0,115 
0,114 
0,115 
0,118 
0,116 
0,112 
0,112 
0,110 


* bei einer Standardkurve im Bereich 0 ■ 5000 mlU/ml 
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25 


30 


Tabelle 2 


Konzentratiqn von Fab f 2 
<hCG>-3 (ug'ml) 

0 

0,5 
1,0 
5,0 
10,0 
20,0 


konzentration von hCG, Ober der das 
Auftreten falscher, zu geringer Werte 
mQglich ist* (mlU/ml) 

25.833 

> 150.000 

> 150.000 

> 150.000 

> 150.000 

> 150.000 


Steigerung der Standardkurve* (mE/mlU) 


0,116 
0,065 
0,038 
0,027 
0,021 
0,010 


* bei einer Standardkurve im Bereich 0 - 5000 m»U/ml 
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Patentanspruche 

Anahlfpn in einer probeflussigkeit durch Bindung des Analyten an 
1. Verfahren zur Bestimmung ernes h ^°"^ auf einem in der Probeflussigkeit 

einen mit dem Analyten spezrfisch 

befindlichen. teilchehformigen Tragerrnatenal ,mmob.Us.ert ist, 

dadurch gekennzeichnet, mrt dem Analyten spezifisch bindefShigen Rezeptor 

dafi die Probeflussigkeit weiterhin einen loslichen, mrt dem Anaiyie _ h 
I^mS mincLstens zwei Bindungsstellen fOr den Analyten besrtzt 

Verfahren nach Anspruch 1 . 
Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet . atexpartikeln, Metallsolen und Liposomen ausgewahlt 

daB das teilchenformige Tragerrnatenal aus Latexpanme.n, 

wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprGche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daB der immobilisierte Rezeptor Ri aus mindestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren Ri a und Ri b 
besteht, die mit unterschiedlichen Epitopen auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man den loslichen Rezeptor R2 derart auswahlt, daB die Bindung von R 2 an den Analyten nicht mit 
der Bindung des immobilisierten Rezeptors R1 an den Analyten interferiert. 

6. Reagenz zur Durchfuhrung eines Verfahrens zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer 
Probeflussigkeit, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB es einen an den Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R1 , der auf einem teilchenformigen 
Tragermaterial immobilisiert ist, und weiterhin einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezep- 
tor R 2 , der in der Probeflussigkeit loslich ist und mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten 
besitzt, enthalt. 

7. Reagenz nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem 
Molekulargewicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekuiargewicht von minde- 
stens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. 

8. Reagenz nach Anspruch 6 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Tragermaterial aus der Gruppe, bestehend aus Latexpartikeln, Metallsolen und Liposomen 
ausgewahlt ist. 

9. Reagenz nach einem der Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es mindestens zwei unterschiedliche immobilisierte Rezeptoren R 1a und Ri b enthalt, die an 
unterschiedliche Epitope auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. 

10. Verwendung der Kombination eines auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisierten Rezep- 
tors Ri und eines loslichen, mit mindestens zwei Bindungsstellen versehenen Rezeptors R2, wobei Ri 
und R2 beide mit einem Analyten spezifisch bindefahig sind, zur Vermeidung oder/und Verminderung 
des Hook-Effekts als Storung bei der Bestimmung eines Analyten durch Immunprazipitation. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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